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J;E;A

技术是基于体液免疫的重组
8YT0

文库的血清学

分析方法!简便易行"其原理是利用分子克隆技术和将患者自

体血清对抗原的自体分型技术融为一体!不仅可检测抗体反

应!而且能在抗原与患者自体血清反应的基础上直接从分子水

平确定具有免疫原性的抗原"此方法的流程主要是以新鲜组

织或细胞样本构建
8YT0

文库并连接入噬菌体表达载体!以

重组的噬菌体转染大肠杆菌!将细菌表达的重组蛋白转移至膜

上!与稀释后的患者自体血清共孵育!用酶联特异性抗人
M
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二抗识别与高滴度血清抗体反应的克隆!阳性克隆随后亚克隆

化!分离出单个插入片段!并确定此插入
8YT0

的核苷酸序

列!在相应的数据库中进行比对!确认其染色体定位和推测可

能的功能作用!最后分析该基因的组织表达谱*
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J;E;A

技术

在科研及临床工作中应用越来越广泛!本文就
J;E;A

技术作一

阐述"

?

!

J;E;A

技术特点

?&?

!

采用新鲜细胞样本构建
8YT0

文库!避免了体外培养细

胞以及因过度培养细胞导致的相关抗原基因缺失或不表达"

?&@

!

将患者血清稀释至
%j%##

!

%j%###

!仅检测高滴度的

M
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抗体!使得免疫分析仅限于可诱导出强免疫反应%在同源

宿主体内&及有共同
H

细胞辅助的抗原"

?&A

!

8YT0

表达克隆的血清分析!不仅限于分析表面抗原!其

涵盖了由靶基因编码的蛋白质"

?&C

!

与单克隆抗体技术比较!

J;E;A

技术是运用多特异性血清

抗体检测在溶解的细菌斑中高度富集的单克隆抗原"因为靶

抗原的
8YT0

序列可以直接测定!所以也可推导确定抗原的

氨基酸序列"

?&E

!

运用
T>E54;E+D@>5*

和
123

检测抗原的
?3T0

的表达

确定靶抗原的组织表达谱"但
J;E;A

技术也不能检测所有抗

原!如糖基化的抗原决定簇和在细菌中表达时发生构像改变的

抗原决定簇可能被漏检"此外!对某些在组织发展的不同阶段

表达的抗原!若取新鲜组织标本的时间与该抗原表达的阶段不

一致!也可被漏检"尽管如此!

J;E;A

技术仍不失为一种有效)

方便的鉴定靶抗原的方法"
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!

JGZ

的基本特征及治疗现状

系统性红斑狼疮%

JGZ

&在中国人群中的患病总人数达一

百万"迄今发病机制未明!

/##.

年中华医学会组织全国风湿

病专家!结合国际先进的诊治知识!编写颁布了风湿病诊疗指

南!大大促进了风湿病诊治水平的规范)普及)提高"然而!国

内外在治疗方面没有取得突破性进展!尚缺乏特异)有效的治

疗手段!仍以糖皮质激素和非特异性免疫抑制剂为主!副作用

较大!常反复发作!导致病情进一步恶化甚至感染死亡"对患

者的结局!国外有专家曾描述为五个
Y

!即痛苦)死亡)残疾)经

济损失及药物中毒!其给人民生活水平的普遍提高和社会发展

带来严重影响"

JGZ

自身免疫的表型特别丰富!覆盖整个免

疫系统!被认为是自身免疫疾病的原型!这一代表性的自身免

疫疾病是当今国际研究的热点!也是解决自身免疫疾病的突破

口!对整个基础免疫学的研究也具有重要意义"

JGZ

的临床表现复杂多样!多器官受累!早期难以确诊!

目前的诊断主要依靠抗原抗体的免疫学检查"

JGZ

的常规开

展抗体项目分为四类!第一类是敏感性稍高!但特异性不高!如

荧光总抗核抗体%

0T0

&)

3T1

抗体)

JJ0

抗体等!难以用来鉴

别诊断各种风湿病亚类*

/-.
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(第二类抗体项目是敏感性不高!但

特异性高的抗体!如
:*-YT0

抗体)

J?

抗体!以及最近应用的

抗核小体抗体*

<-%.

+

!但检出率仅
%#]

!

"#]

(第三类是病情活

动程度判断的项目少!治疗用量缺乏量化依据!只有
:*-YT0

抗体!荧光半定量不能准确反映病情变化!而定量检查需放射

同位素法!一般单位没有条件开展(第四类为非特异诊断项目!

如血常规)尿蛋白)红细胞沉降率)

2

反应蛋白)

2

"

)

2

.

等!与其

他疾病难以鉴别*

%<

+

"因此!对于早期
JGZ

!大量的假阴性结果

易导致误诊*

%!

+

"长期以来!临床迫切需要敏感性和特异性都

较高的抗体项目!为临床及时诊断和病情评估提供依据"

在
JGZ

的生物治疗方面!国外已有临床使用
2Y/#

单抗及

2HG0-.

抗体等生物治疗药物!原理是因为其分别存在于
H

细

胞及
X

细胞上!通过抗原抗体结合!选择性删除
H

细胞及
X

细

胞!抑制了
JGZ

患者体内过度激活的免疫反应细胞"尽管该

类药物具有相对特异性!但仍然将起正常免疫功能作用的
H

)

X

细胞也删除了"因此!临床期待特异性更高)副作用更少的治

疗药物!而关键抗原就是药物寻找的候选靶点"横向分析肿瘤

新抗原的发现过程!以及针对该抗原研制的相关药物!经临床

应用已在某些肿瘤患者身上显示了明显疗效!如治疗乳腺癌的

药物赫赛汀是人源化的
F;E-/

单克隆抗体!与肿瘤细胞上的

F;E-/

分子有高度亲合力!其
'<]

为人源化!致敏源性低!赫赛

汀与
F;E-/

特异性结合后一方面能阻止细胞内信号传递!另一

方面也能诱导
Te

细胞和单核巨噬细胞的抗肿瘤作用*

%/

+

"基

于同样原理!在感染性疾病的预防方面!也是基于关键靶抗原

的免疫预防!才将曾经全世界流行的多种传染病完全控制消

灭"因此!学术界普遍认为!关键靶抗原的寻找是
JGZ

诊断治

疗及预防的突破口"

关于
JGZ

中
MVT

诱导的基因高表达这一重要发现!
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和
3;;N;*

*

%$

+认为!

&

型干扰素是
JGZ

治疗

的靶目标"加利福尼亚
YCN):[;LL;+

医学实验室最近发现!干

扰素诱导的
<

个代表基因%
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在狼疮患者中高表达!并与疾病的活动度呈正比!其中
G̀ !Z

与蛋白尿)高
:*-YT0

抗体有关*

%'

+

"纽约康奈尔大学
2E>7

等*

/#

+研究发现!用狼疮患者血浆能诱导
fMJF

内皮肿瘤细胞

株干扰素诱导基因高表达%包括
MVMH%

)

MVM..

)

13e3

)

Rh%

)

2@>EL/'

)
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干扰素是介导
JGZ

的免疫系统激活和紊

乱的真正成分"因此!

&

型干扰素诱导的信号转导通路在
JGZ

的发病机制中起了重要作用*

/%-//
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!提示
JGZ

的外周血单个核

细胞中存在新的自身抗原!而干扰素诱导表达的蛋白可能是候

选自身抗原之一"国际上关于
JGZ

中的干扰素诱导蛋白的新

抗原研究报道较少"德国
J;;@)+

=

等*

/"

+发现!干扰素诱导的蛋

白
%!

%

MVM%!

&能与
JGZ

血清发生抗原抗体结合反应!检出率

"<]

!类似
:*-YT0

抗体"

/##!

年意大利都林医学院的研究

表明*

/.

+

!

MVM%!

抗体检查可用来鉴别诊断硬皮病!局限性硬皮

病检出率
/$]

!弥漫性硬皮病
.]

!功能研究显示
MVM%!

在血

管内皮细胞中诱导了炎症因子的表达"

综合分析认为!

JGZ

外周血单个核细胞中干扰素诱导的

蛋白高表达!当这些细胞%包括
H

细胞)

X

细胞)单核细胞等&凋

亡或坏死后!高表达的干扰素诱导蛋白质释放!有的被抗原递

呈细胞摄取!变成免疫原性蛋白质!触发
H

)

X

淋巴细胞等一系

列的免疫病理反应!引起免疫紊乱!最终导致疾病的发生*
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应用
J;E;A

技术在
JGZ

研究中的应用

综上所述!应用
J;E;A

技术!构建
JGZ

外周血单个核细胞

中干扰素诱导表达基因的
8YT0

表达文库!通过在噬菌体中

转录翻译成蛋白质!表达在噬菌体表面!以蛋白质抗原形式!与

JGZ

混合血清进行筛选!筛选出的阳性克隆再经基因测序验

证!确定干扰素诱导表达的基因中具有免疫反应性的基因!选

出这样具有研究前景的干扰素诱导表达的基因进行后续研究!

包括免疫组化分析该抗原在各部位组织器官的表达分布!利用

生物信息学对新基因结构和功能进行初步分析和预测(实时荧

光定量
123

方法检测基因在不同类型细胞%

H

)

X

)

R

-

&中的表

达差异(计算机辅助获取并分析抗原
2HG

表位!采用固相合成

法合成抗原肽!进行临床血清学验证!确定其优势表位!评估其

作为临床诊断项目的敏感性和特异性!并以此制备多克隆

抗体"

a01

定向克隆表达系统成功构建
JGZ

外周血细胞
8YT0

表达文库应用美国
J5EC5C

=

;+;

公司的
8YT0

说明书!并采用

J5EC5C

=

;+;

公司的配套试剂盒!提取
JGZ

患者的外周血单个核

细胞的
?3T0

!确保
3T0

不降解(以带有
h4>

&

酶切位点的

>@)

=

>

%

:H

&

G)+9;E1E)?;E

为反转录引物!再在双链
8YT0

片段

的
<O

端加
Z8>3

&

C:C

6

5>E

!然后酶切)过柱去除小片段后克隆

到
a01

表达载体中!用
[)

=

C

6

C89

)

[>@:

包装蛋白进行包装"

外源基因在噬菌体中可得到表达!表达的蛋白与血清%抗体&发

生免疫反应!筛选反应的阳性克隆(对本课题小组通过基因芯

片筛选到的过表达的干扰素诱导表达基因!直接构建噬菌体表

达载体!与
JGZ

混合血清进行免疫筛选出阳性克隆"筛选出

的阳性克隆经核苷酸序列测定!最后采用
T2XM

的网上序列分

析软件
XG0JH

进行生物信息学分析!有意义的阳性克隆再分

别利用健康人血清和单个
JGZ

患者血清重复筛选一次!以排

除假阳性克隆"抽取
JGZ

患者的外周血单个核细胞!应用

R02J

磁珠分选仪等分选技术!提取
H

)

X

)

R

-

细胞中的
?3-

T0

!逆转录成
8YT0

!根据靶基因的序列!设计引物!荧光定量

123

检测
?3T0

表达水平!分析差异"将固相合成的抗原肽

段!联合福氏佐剂!多次免疫家兔!采用背部多点注射法!两次

采血"分离血清!在血清中加入
TCT

"

至终浓度
#&#/]

!分装

后
d/#\

保存(通过组织活检!免疫组化检测该抗原在皮肤)

肾)唇腺等多个部位的表达分布"通过计算机软件辅助!模拟

获取并分析靶抗原
2HG

表位!设计互相覆盖重叠的氨基酸肽

段%一般
'

个氨基酸&!采用固相合成法!合成抗原肽!与
JGZ

单份血清进行免疫反应!筛选出优势表位(与多种风湿病

%

JGZ

)

6

JJ

)

JJ8

)

30

&血清反应!统计其敏感性和特异性!分析

临床作为诊断项目的应用价值"
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胱抑素
2

%

2

B

*2

&是胱氨酸蛋白酶的一种抑制剂!是由机

体所有有核细胞产生!产生率恒定!不受其他因素%如年龄)性

别)饮食)炎症等&的影响"它是由
0+C*5C*)

等在
%'$"

年首次

在鸡蛋清中分离纯化得到的半胱氨酸蛋白酶抑制剂%

21M

&后

被命名为
2

B

*2

"是一包含
%//

个氨基酸残基的非糖化多肽

链!相对分子质量
%"&"<'̂ %#

"

!等电点%

1M

&

'&"

"在生理条件

下!

2

B

*2

的重要功能是抑制内源性半胱氨酸酶的活性!并且

可影响中性粒细胞的迁移!对于细胞内蛋白质的转换)骨胶原

的降解)蛋白质的分离有重要意义"

2

B

*2

还参与肿瘤的侵袭

和转移!参与炎症过程和一些神经性疾病*

%

+

"本文就
2

B

*2

在

临床中的意义及其和其他项目联合检测的应用作一综述"

?

!

2

B

*2

在临床中的意义

?&?

!

在各类疾病中的意义
!

在肾病早期的诊断中意义非常重

大!当内源性肾小球滤过率%

[V3

&减少到
<#

!而且血清肌酐值

正处在正常值范围时!

2

B

*2

在这个肌酐对疾病反应不灵敏的

区域是十分精确的!能够对正在恶化的肾功能进行早期诊断!

从而尽可能早地采取治疗措施"同时!

2

B

*2

对较严重的肾衰

竭诊断要比肌酐诊断早
%

!

/:

*

/

+

"子痫前症%妊娠期最严重的

高血压疾病&有
[V3

下降的特点"所以!准确地检测肾功能能

够确保在发展成为血毒症和肾组织损害之前及时分娩"相比

于血清尿酸和肌酐而言!

2

B

*2

对于子痫前期是个很好的标志

物!并且在检测孕妇是否患有子痫前症方面有很大的价值*

"

+

"

糖尿病是全世界范围内年轻人肾衰竭最常见的原因!同肌酐相

比较!

2

B

*2

对轻度的糖尿病肾病反应灵敏*

.

+

"在骨骼肌疾

病)四肢瘫痪以及麻痹等疾病的辅助诊断方面!同血清肌酐相

比!

2

B

*2

不易受到患者肌肉量的影响!对
[V3

的检测更为可

靠*

<

+

"针对肾移植的患者!估测
[V3

在对接受肾移植患者的

监测中是非常重要的"

2

B

*2

能对强烈的排斥作用提供早期

诊断"所以能尽早地产生干预!从而阻止更严重的排斥反应发

生"休克时最容易损伤肾脏!监测肾功能损伤的程度在纠正休

克时显得尤为重要!

2

B

*2

就是一个较为理想的监测指标*

!

+

"

有研究表明*

,

+

!血清
2

B

*2

浓度在肝脏疾病中显著升高!且阳

性率要高于其他常用肝功能生化指标"一些研究发现!在重度

烧伤)多发性骨髓瘤及过敏性紫癜患者的早期肾损害中!

2

B

*2

也是
%

项很理想的监测肾功能损害的指标*

$-%#

+

"

?&@

!

在各年龄段人群中的应用
!

对于老年人而言!

[V3

和肌

肉量随着年龄的增长而逐渐衰退!而
2

B

*2

却不为之改变"所

以它对于老年人肾组织损伤的早期诊断是非常有优势的*

%%

+

"

@

!

2

B

*2

和其他项目联合检测在临床中的应用

@&?

!

糖尿病%

YR

&已经成为危害人类健康的一大重要疾病"

它是一组不同病因的内分泌代谢性疾病!以高血糖为共同特

征"糖尿病肾病%

YT

&是
YR

严重的慢性微血管并发症!也是

YR

患者的主要死因之一!有超过
"#]

的患者发展为肾功能衰

竭及需要肾透析!因此
YT

的早期诊断和治疗就显得十分重

要"一些研究表明*

%/-%<

+

!胱抑素
2

同血清同型半胱氨酸)尿微

量清蛋白及尿微量清蛋白$肌酐比值联合检测在
YR

早期
YT

的诊断和治疗中意义巨大"联合检测比单项指标检测的阳性

率)准确度和精确度更高"血清同型半胱氨酸)胱抑素
2

及尿

微量清蛋白联合检测阳性率达
$$&%/]

!明显高于单项检

测*

%/

+

"同样!血清胱抑素
2

与尿微量清蛋白定期联合检测对

YT

的早期发现)预防)控制)治疗具有重要的临床应用价

值*

%.

+

"血清胱抑素
2

和尿微量清蛋白的联合检测也对临床早

期发现糖尿病患者肾损害具有很重要的指导意义*

%"

!

%<

+

"高敏

2

反应蛋白%

FJ-231

&是全身炎症的非特异性标志物!它和胱

抑素
2

及尿微量清蛋白的联合检测可提高糖尿病早期肾功能

损害检出率!有利于糖尿病继发肾功能损伤的早期预防和治

疗*

%!

+

"

FJ-231

是一种急性时相蛋白!也是全身炎症非特异

性标志物!是血管炎症更敏感的指标"当
YR

早期存在慢性炎

症时!血中
FJ-231

也相应升高!尤其是
2

B

*2

和其联合检测

/

型糖尿病患者时!阳性率为
$.&"]

!比任何单项检测更能发

现糖尿病肾功能损伤!可提高检测的灵敏度*

%,

+

"邢慧和马晓

龙*

%$

+研究表明!同对照组相比!

2

B

*2

和
$

-G

岩藻糖甘酶

%

0VI

&联合检测糖尿病患者中糖代谢失控组阳性率为

$.&.]

!单项
2

B

*2

阳性率为
!!&,]

!单项
0VI

阳性率为

!/&/]

!联合检测明显高于单项检测"张素华等*

%'

+研究证明!

在
/

型糖尿病肾病的早期诊断中
2

B

*2

是肾小球损伤的
%

项
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